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Modifizierung von Proteinen 

® Die Erfindung betrifft efne Methods zur Herstellung von 
hochrefnen, spezffisch einseitig aktiviertertfunktionali- 
sierten Polyoxyalkyienen, die vorwiegend zur Kopplung 
an Proteins und anderen bfologisch aktive Molekule eirv 
gesetzt werden. Die Methode ist geeignet Gemische von 
einfach aktivterten Polyoxyalkylene mit nicht reaktiven 
Polyoxyalkyienen zur Verfugung zu stellen, dfe eine Ver- 
netzung der Protefne durch mehrfach aktivierte Polyoxy- 
alkylenmolekule ausschlfeBt und damit vielfaltige Kom- 
plikatj'onen bei der Modifizierung biologfech aktiver Moie- 
kule und Proteins vermeidet 
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Beschreibung 
Hin tergrund der Erfindung 

5 [0001] Biologisch aktive MolekDle, vor allem Protean© und Enzyme steuern und regulieren vieLfaltige Lebens- und 
Stoffwechsclvorgange in lebenden Organismen. FQr viele medizinische Indikationen und Anwcodungcn wurden daher 
chemisch odcr biocbcmisch hergestellte Proteine entwickelt, die ein auBcrgewdtmlicbes Wirkungsspeklrum entfalten. 
ALs nachteibg bei diesen auf reinen Proteinen baaeienden Therapien haben sich mogliche antigene Wirkiingen der ver- 
abieichten Proteine erwiesen. Dariiber hinaus konneo diese auf Proteinen basierenden Medikamente im allgemeinen 

10 nicfat oral sondem nur per Injektion verabreicht werden. Auch werden sie relativ schnell tiber die Nicrc ausgeschieden, 
das heiBt sie baben im Qrganismus nur eine sehr begrenzte HalbwertszeiL Eine \5elzahl von Arbeiten haben sich mit der 
Kopplung verschiedenster synthetischer wasserldsh'cher Polymere an sokhe biologisch aktiveo Molekiile beschaibgt, 
mit dem Ziel mogliche antigene Wiikungen zu verhindera, sowie die Halbwertszeit im Qrganismus zu erhdhen. (Del- 
gado C. Francis, G. E. Fisher, D. Crit Rev. Ther. Drug Carrier Syst 1992, 9, 2549-304). Als besonders geeignet haben 

15 sich dabei Polyoxyalkylene insbcsondere Polyoxyethylene gemaB der Stnokturformel 1 erwiesen. (Reza Mehvar, J. Phar- 
maceut Sci, 3 (1) 125, 2000). 

StmkhTrf camel 1 

20 ROCHzCH^OCHzCH^OH (=RO-POE-OH) 

mit R = H: alpha-omega-Dihyataxypolyoxyethylen 

mit R = Aryl odcr Alkyl alpha-bydroxy-omega-Alkoxypolyoxyelhylen bzw. alpha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxy- 
cthylen 
25 und n = 5 bis 2000 

[0002] Polyoxyethylene vereinen fur diese Anwendung eine Vielzahl von Voiteilen. Sie sind hervorragend wasserlos- 
lich. Sie zeigen praktisch keinc antigene Wirkung. Sie werden enzymatisch nicht abgebaut, sind jedoch bakteriell abbau- 
bar. Sie weisen in wassriger Losung bedingt durch ihre Koordinationsphare nrit Wassermolekulen ein extrem groBes hy- 
dnodynamisches Volumen auf. Oblicherweise werden zur Modifizierung von Protein en die Polyoxyethylene chemisch an 

30 freie Amino-, Hydroxy, Thiol- oder Carboxygruppen des ProteinmolekQls gekoppelt Die meisten Arbeiten beschaftigen 
sich mit der Kopplung der Polyoxyethylene an die freien primaren Aminogmppen der Proteine, vor allem der Amino- 
saure Lysin (Veronese, R M, Caliceti, P, Schiavon, O., Sartore, L. in Polyethylene glycol) Chemistry, Biotecbnical and 
Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 127-136). Ziel ist eine einzelne oder eine definierte An- 
zahl Polyoxyethylenketten an ein Proteinmolekul zu binden, ohne die biologische Aktivitat wesentlich zu verandern, je- 

35 doch die Halbwertszeit des Proteins im Korper zu erhdben und die antigene Wirkung zu vermindern. Vielfaltige Unter- 
suchungen haben gezeigt, dass die gewflnschten Wirkungen wie z. B. ErhShung der Halbwertszeit des Proteins im Kor- 
per mit zunehmender Moknasse der Polyoxyalkylene verbessert werden konnten. Fiir die Kopplung an die Proteine wer- 
den Polyoxyalkylene an den freien Hydroxygruppen akti viert, das heiBt die freien Hydoxygruppen chemisch so umge- 
setzt, dass reaktive Gruppen entsteben, die in einfacber Weise nrit den freien Amino-, Hydroxy-, Thiol oder Carboxyl- 

40 gruppen des biologisch aktiven MolektUs reagieren. Es wurde eine vielzahl von Kopplungsreaktionen entwickelt urn Po- 
lyoxyethylene/Polyoxyalkylene an biologisch aktive Molekiile chemisch zu bindea (ZaUpsky, S„ Lee, C. in 
Poly(ethylene glycol) Chemistry, Biotecbnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, O. B., Gabriel, N. R, Farrar C. E., D<^>rince, R. B. US 5,985,265). Beispiele fur Reaktionen die zur 
Aktivierung von Polyoxyethylenen fiihren sind, einschliefilich der resultierenden aktivierten Polyoxyethylenderivate in 

45 den folgenden Reaktionsgleichungen 1-4 wiedergegeben. 

Reaktionsgleichung 1 




Reaktionsgleichung 2 




2 
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X 



cr a 



RO-POE-OH 



Reaktionsgleichiing 3 



x 

- RO-POE-O N^ k , 



Reaktionsgleicaung 4 



RO-POE-OH 



H 



RO-POE— O— (CH 2 ) K — ^ 



O 



H 



[0003] Im Fall von alpha-o mega-Dih y droxypolyoxyethy lenen entstehen bei der Aktivierung alpha-omega- diaktivierte 
Poryoxyethylene. 

[0004] Im Fall von alpha-hydroxy-omcga-Alkoxypolyoxyethylenen bzw. alpha-hydroxy-omega- Aryloxypolyoxycthy- 
lenen entstehcn bei der Aktivierung einfach alpha-^ktivierte-omega-Alkoxypolyoxyethylene bzw. einfach alpha- akti- 
vierte-omega-AjyloxypolyoxyethylEne. Fiir die Kopplung an Proteine und biologisch aktive Molekiile werden im allge- 
meinen alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylene zu monoaktivierten Polyoxyethylenen umgesetzt, da di-akti- 
vierte Pblyoxyethylene mehrere Proteine vernetzen kSnnen. Die Vemetzung von Proteinen durch zweifach aklivierte Po- 
lyoxyalkylene hat die auf der nachsten Seite beschriebenen, nachteiligen Effekte wie z. B. erbohte antigene Aktivitat der 
Proteine oder zusatzliche, aufwendige Reirrigung der modifizierten Proteine zur Folge. 

[0005] Die Syntbese der Polyoxyalkylenen selbst erfolgt durch anionische, alkalische Polymerisation von Alkylenoxi- 
den, ausgehend von einem Mtiatormolektu\ das ooch mindestens ein aktives, acides Wasserstoffatom enihaUt. Das Initia- 
tormolekul wird mit einer Base, im allgemeinen Alkali-, Erd alkali met alien, Alkalimetallalkobolaten, Alkalimetallhydri- 
den oder AlkaJimetallalkylen in ein Initiatorardon (Alkoholat-, Amid- oder im einfachsten Fall ein Hydroxidanion) um- 
gesetzt, das die Polymerisation des Alkylenoxid einleitet (Reaktionsgleichung 5a, 5b) (Lit.: UUmann's Encyclopedia of 
Industrial Chemistry 5. Ed. VoL A2I, S. 583). Durch ^verwendung von Olycidol als Comonomer konnen nach dem glei- 
chen Reaktionsschema verzweigte Polyoxyalkylene (Reaktionsgleichung 6a, 6b) hergestellt werden. 

Reaktionsgleichung 5 



a) R 2 XH + B" 



Syntbese von linearen Polyoxyalkylenen 

— ► R 2 X" + BH 



b) R 2 X" + nCHr-CHR 1 

\ / 
O 



1. Polymerisation 



2.H+ 



R^CHaCHR'COCHaCHRViOH 



a) R 2 XH + B 



Reaktionsgleichung 6 
Synthese von verzweigten Polyoxyalkylenen 

► R 2 X" + BH 



to 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



- 1. Polymerisation 

b)R 2 X' + nCH2-CHR 1 +CH2-CHCH 2 0H ► 

W \/ 2H+ 55 

O O 

R 2 X(CH 2 CHR 1 0) p CH 2 CH (OCHzCHR'^OH 

I 

CH 2 (0CH2CHR 1 ) m 0H 

mit R 2 = Alkyl, Aryl, H oder CoIWCH, X = O oderNR 3 und n = 5 bis 2000 R l = Alkyl oder H und R 3 = Alkyl, Aryl oder 
H, B = Base und m, p, n ganze Zahlen, fur die gilt dass m +p kleiner als n ist. 

6S 



3 
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CH2-CHR 1 
\ / 

s 0 

wird im wcitcrcn als Alkylcnoxid bczeichnct 

CHr-CHCH 2 OH 

\ / 
10 o 

wind im weiteren als Glycidol bczeichnct 

R*XH wird im weiteren als Initiatormolekul fur die anionische Polymerisation des Alkylenoxids bezeichnet. 
R^~ wird im weiteren als Initiatoranion bezeichnet 

15 [0006] Im Fallc von R 2 = Alkyl oder Aryl und X = O entsteben alpha-bydroxy-omega- Alkoxypolyoxyethylen bzw. al- 
pha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxyalkylene. Im Falle von R 2 = H oder R 2 = Alkenyl-OH entsteben alpha-omega-Di- 
hydroxypolyoxyalkylene Bedingt durch die gangige Syntbese der alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyetnylene gemaB 
Reaktionsgleichung 5a, b enthalten diese wegen der Reaktion des Alkylenoxids mit Spuren von im Alkylenoxid oder In- 
itiatormolektll enthaltenen Wassers und bedingt durch KettenQbertragungsreaktionen immer einen mehr oder weniger 

20 groBen Anteil an alpha-omega-dmydroxy-Polyoxyethylenen (Leonard, M., Deilacherie, E. Makromol. Chem, 189, 
1809-1817 (1988)). Dieser Anteil an alpha^mega-^ydroxy-Polyoxyethylenen nimmt mit zunehmenderMolmasseder 
alpha-hydroxy^mega-Alkoxypolyoxyethylene ebenfalls zu. Die alpha-omega-<Hhydroxy-Polyoxyethylene reagieren 
bci der Aktivierungsreaktion wie oben beschrieben zu alpha-omega-di-aktivierten Polyoxyethylenen, die bei der Kopp- 
lungsreaktion mehrere Proteine veroetzen. Diese vernetzten Protrinspezies zeigen im allgemeinen deutlich verringerte 

25 biologische Akti vitat und verursachen bei der Applikation antigene Reaktionen im Oganismus (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Poly(ethyiene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, O. B., Gabriel, N. E., Farrar C. E., Deprince, R. B. US 5,985,265). Aus diesem Grunde erfordert die 
Gegenwart der alpha-omega-dihydroxy-Polyoxycthylen- bzw. der alpha-omega-diaktivierten Polyoxyethylen-Verunrei- 
nigungen aufwendige und teuere Nachreinigungen der Polyoxyemylen-modinzierten Proteine. Zudem geht ein nicht un- 

30 wesentlicher Teil des teuren Ausgangsproteins durch die "vernetzungsreaktion verioren. 

[0007] Im Gegensatz dazu storen alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene die Proteinmodifizierung und Proteinkopp- 
lung nicht, da sie in Folge der vollstandigen Veretherung der Endgruppen nicht weitex aktiviert werden konnen und nicht 
an Proteine koppeln konnen. 

[0008] Die vorliegender Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand somil darin Gemiscbe aus spezifisch alpha-hy- 
35 droxy-omega-alkoxy-Pdlyoxyalkylene mit alpha-^maega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, die keine oder nur ininimale \fer- 
unreinigungen an alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylenen enthalten sowie eine Methode zu deren Herstellung zu ent- 
wickeln. Diese Gemische mtissen ieicht in spezifisch einfach aktivierte Polyoxyalkylene und alpha-omega-dialkoxY-Po- 
lyoxyalkylene uberfiihibar sein und diirfen keine oder nur minim ale Anteile mehrfach aktiviexter \feiunrcirrigungen ent- 
halten. Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung kann auch durch direkte Herstellung von Gemischen, die aus spezifisch 
40 einseitig aktivierten Polyoxyalkylenspezies (alpha- aktivierte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene oder alpha- akti vierte- 
omega-hydroxy-Polyoxyalkylene) mit nicht aktivierten alpha-omega-dialkoxy- oder nicht aktivierten alpha- omega- di- 
hydroxy-Polyoxyalkylenen bestehen, die keine oder nur minimale Anteile alpha- omega- mehrfach aktivierte Polyoxyal- 
kylen-Verunreinigungen enthalten, erreicht werden. 

[0009] Oberraschenderweise konnte diese Aufgabe wie im weiteren beschrieben durch einen aus vier Schritten zusam- 
45 mengesetzten Prozess gelost werden, ausgehend von einem Initiatormolekul far die anionische, alkalische Polymerisa- 
tion von Alkylenoxiden, das folgende Vbraussetzungen erfiillt* 

Das Initiatormolekul muss niindestens ein ad des Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgruppe aufweisen 
und gleichzeitig eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe (im weiteren gekennzeichnet 
durch R 4 ), die unter alkalischen Bedingungen stabil geschiitzt ist, enthalten. Das acide Wasserstoffatom (H), wird im 1. 

50 Reaktionsschritl mit einer Base wie zum Beispiel Alkali- oder Erdalkalimetallen, Alkalimetallalkoholaten, Alkalimetall- 
hydriden oder Alkalimetallalkylen zum entsprechende Initiatoranion umgesetzt, das die anionischen Polymerisation von 
Alkylenoxid einieitet. Die Schutzgruppe R 4 schUtzt die aktivierte oder aktivierbare Gruppe A unter den Bedingungen der 
Alkyleooxidpolymerisatioa Die Schutzgruppe R 4 des Initatormolekais muss nach der Polymerisation leicht entfernbar 
sein. Die geschfltzte aktivierte oder aktivierbare Gruppe stellt eine Gruppe dar, die nach der Abspaltung der Schutz- 

55 gruppe direkt mit einem Protein regieren kann oder durch chemische Umsetzung wie Z.B. Veresterung, Amidierung 
leicht in cine aktivierte Gruppe umgewandelt werden kann. 

[0010] In einem bevarzugten Fall der Erfindung ist die aktivierbare Gruppe eine Hydroxygruppe. Das Initiatormolekul 
wird durch die allgemeine Formel R 4 -(A)-(R l0 ) i (XH) c (mit e = 1 bis 12, R 4 die oben beschriebene Schutzgruppe, A die 
geschfltzte aktivierbare oder aktivierte Gruppe, XH die OH oder NHR3-Gruppe, R 10 eine beliebige lineare oder ver- 

60 zweigte Kohlenwasserstoilkette rait 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind,j = 0oder 1) wiedergegeben. 
Im Falle von Verbindungeo mit zwei und mehreren XH-Eodgruppen (e grofier oder gleich 2) entsteben veizweigte Poly- 
oxyalkylene. Einen Sonderfall der Erfindung ist gegeben wenn die Sauerstoff- oder Stickstoffgruppe, die das acide H 
Atom aufweist gleichzeitig die geschutzte aktivierbare Gruppe darstcllt. In diesem Fall, wie beispielsweise bei t-Butanol, 
Benzylalkohol, Di- oder Triphenylmethanol ist j = 0 und (A-X) = Sauerstoff. 

65 [0011] Unter einer aktivierten Gruppe werden im weiteren reaktive Endgruppen von Polyoxyalkylenen Yerstanden, die 
aus der aktivierbaren Gruppe hergestellt werden konnen und die befahigt sind das Polyoxyalkylen chemisch an eine re- 
aktive Amino-, Thiol-, Hydroxy- oder Carboxylatgruppe eines Proteins oder Biomolekfils zu koppeln. Insbesondere wer- 
den folgende Gruppen unter einer aktivierten Gruppe verstanden: Eine Aldehyd-, Keto- oder Carboxylendgruppe, eine 
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prim. Aminoendgruppe, eine Suetinirnidylcarbonat-, Nitrophenylcarbonat-, Im idazo ly lcarbo n at- und andeie Carbonate- 
sterendgiuppen, cine SuccinimidylsuccinaicndgniRX, eine S\xxnnimidylcarb<x3ylcndgruppe, eine Tbsylal- oder IVesyla- 
tendgruppe, eine Glyoxalendgruppe, eine Inridoesterendgmppe, eine Dichlor-triazinendgruppe, eine Isocyanalgruppe, 
eine Makinimidgruppe, eine 7.,2,7-THfluorethansulfoDsa'uregnype. Einen erfindungsgernaB bevorzugten Sooderfall 
stellen Aldehyd- und Ketogmppen dar, da sie geschiitzt als Acetal eine geschiitzte aktivieite Endgmppe darstellen. 
[0012] Der zusammengesetzie Prozess ausgeheod von dem eifindungsgcmaBen Initiatormolckul besteht aus den fol- 
genden 4 Schritten (Die Reaktioosgleichungen werden am Beispiel eines Initaitonnolekuls mit einer XH-Gruppe daige- 
stellt (e = 1), bed mehreren freien XH-Gruppen, entstehi in Reaktionsschritt 1 analog ein Initialaxpoly anion, das in Schritt 
2 zu ein em verzeigten einfach alpha-geschutztEn-omega-polyhydroxy-Polyoxyalkylen nrit e Hydroxyendgmppen rea- 
gierL In Schritt 3 wind dieses zu einem veizweigten einfach alpha-geschtimen^niega-polyalkoxy-Polyoxyallcylen un> 
gesetzt aus dem in Schritt 4 schlieBlich ein in alpha-Stellung einfach akti vierbares oder einfach akuviertes poly-omega- 
alkoxy-Myoxyalkylen resultieit.) 

1. Schritt 

OberfQhrung des beschriebenen Imtiatormolekuls in das entsprechende Initiatoranion 



10 



15 



R 4 -(A)-(R 10 )XH 



Base 



H-Base 



Reaktionsgleichung 7 

— ► R 4 -(AHR 10 )X- (fure=1) 



20 



bzw. 



R 4 -(AHR 10 )i(XH) e 



Base 



H-Base 



R 4 -<A)-(R 10 )j(X-) e (fure>1) 



25 



mit H = acides Wassers toff atom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder ak- 
livieibare Gruppe, X = O oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder Ci bis Ci 2 -Alkyl und a = 1 bis 7 und R 10 eine beliebige lineare 
oder veizweigte Kohlenwassexstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Restc gebunden sind und e = 1 bis 12, j = 0 
oderl), 

2. Schritt 



30 



35 



[0013] An ionise he Polymerisation des Alkyleooxids an der Alkoholat- bzw. Amid-Gruppe des Imtiatormolekuls zu ei- 
nem alpha-gescbiit^to>^mega-hydroxy-Poiyoxyalkylen (Reaktionsgleichung 8). Durch Copolymerisation eines Alky- 
lenoxids mit Glycidoi (3-Hydroxypropenoxid) Reaktionsgleichung 9) konnen an dieser Stelle auch zusatzlich \ferzwei- 
gungen geschaffen werden und danrit auch hier alpha-geschOtzte-polyomega-hydroxy-Polyoxyalkylene hergestellt war- 
den, die aufgrund der Verzweigung weit grftfiere Molmassen wie lineare alpha-geschutzte-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
lene aufweisen kdnnen. 



40 



ftire = 1 



R 4 -<A)-(R 10 )X 



+ nCHz-CHR 1 
\ / 
O 



bzw. fure> 1 



R 4 -(A)-(R 10 )j(X-) e + nCHr-CHR 1 

\ / 
O 



Reaktionsgleichung 8 



R 4 -(AHR 10 )XCH 2 CHR 1 OCH 2 CHR 1 ) n -iO^ 

bzw. nach Neutralisation (+H*): 
R 4 -(AHR t0 )XCH 2 CHR t (OCH 2 CHR 1 ) I viOH 



1. Polymerisation 

2. Neutralisation 



R 4 -(A).(R 10 )j(X(CH 2 CHR 1 O) (n-i)fe(CH 2 CHR 1 OH))e 



45 



50 



55 



60 



65 



5 
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Reaktionsgleichung 9 

R^AHR 1 V + nCHr-CHR 1 + CH2-CHCH2OH 1Po>ymerisatton ► 

\ / \ / 2. +H + 

O 0 
RVA^tR^X^CHzCH^OJpCHaCHtOCHaCHR^^OH 

CH 2 (OCH 2 CHR 1 ) m OH 

[0014] Mjt den oben genannten Bedculungen von n, A, R 4 R 1 , R 10 , X und m, p ganze Zahlen zwischen 0 und 2000 wo- 
bei gilt m + p < a 

3. Schritt 

[0015] Veretherung der im Schritt 2 gemaB Reaktionsglcichung 8 entstandenen freien - CH 2 CHR 1 OH-omega-End- 
gruppe bzw. der entsprechenden freien omega-Alkoholatfunktion des alph a-gesc h ii tzte n-omega- hy droxy-Poly oxy alky- 
len bzw. der gemaB Reaktioosgleichung 9 entstanden freien omega-hydroxy-Endgruppen mit einem Alkylierungsrea- 
gens R*Y wic beispielswcisc einem Alkylhalogenid Oder einem DialkylsuIfaL Dabei entstehen gemaB Reaktionsglei- 
chung 10 aus den alpha-geschOtzten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen alpha-geschfltEte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylcne. 
Aus den alpha-geschutzteDK)mega-poly-hydroxy-Polyoxyalkylene entstehen dabei alpha-geschiitzte-omega-poly-al- 
koxy-Polyoxyalkylene. In jedem Fall werden bei diesem Reaktionschritt alpha-omega-Dihydroxy-Polyoxyalkylece und 
alpha-omega-polyhydroxy-Polyoxy alkylene, die im Schritt 2 ais unerwUnschte Nebenprodukte anf alien zu nicht reakti- 
ven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkylene. 

Reaktionsgleichung 10 

1. +Base 

2. +R*Y /-r 

R^AHR^jpCCHzCHR^OCHgCHR^^OrT * 

R^AJ^R^pcC^CHR^OCHzCHR^^OR 5 (fGr e=1) 

bzw. 

1. +Base 

2. ♦ e R*Y / -er 

R 4 ^A)-(R 1 ^(X(CH 2 CHR 1 0) (n-iyefCHsCHR'OHfle ► 

R 4 -{A)-(R 10 )i{X(CH 2 CHR 1 O) (n-i )te (CH2CHR 1 OH))e (filr e>1) 

mit R 5 = Cx bis Cir Alkyl und Y = Halogen oder SO4-R 5 , n, e, j, A, R 4 X, R l , R 10 haben die Bedeutungen wie oben. 

4. Schritt 

[0016] Abspaltung der Schutzgruppe (R 4 ) zur direkten Freisetzung der akti vierten Gmppe (A) oder zur Preisetzung der 
aktivierbaren Gmppe A und nachfolgenden Aktivierung der freigesetzten aktivierbaren Gmppe (A). Entsteht nach der 
Entfernung der Schutzgruppe direkt ein Gemisch aus alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und alpha- 
omega^ alkoxy-Polyoxyalkylencn kann dieses direkt mit Proteinen umgesetzt werden. 1st (A) nur eine aktivierbare 
Gruppe wie ziim Beispiel eine Hydroxygruppe, muB das Gemisch aus alprja-hydroxy-ornega-alkoxy-Folyoxyalkylenen 
und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen an der freien Hydroxygruppe weiter zu einer aktiven, zu einer Reaktion 
mit einem Protein befShigten Gruppe umgesetzt werden. 

[0017] Einen Sonderfall der Erfindung stellt insbesondere die Abspaltung der Schutzgruppe R 4 aus einem Gemisch 
von gesehtitzten alpha-akUvierten-ornega-hydroxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylenen 
unter Auslassung des Schritts 3 dar. In diesem Fall, der nur moglich ist wenn die Abspaltung direkt zu einem alpha- ak- 
tivierten-Polyoxyalkyien ftlhrt, kann dieses Gemisch direkt zur Kopplung an Proteine eingesetzt werden ohnc \fernetzun- 
gen der Proteine zu verursachen. Eine weiter Aktivierung dieser spezifischen Gemische aus alpha-akti vierten -omega- hy- 
droxy-Polyoxyalkylenen und alpha- omega- dihydroxy-Polyoxy alky lecen ist nicht moglich, da sie unweigeriich zu zwei- 
faeh aktivierten Polyoxyalkylenen fuhren wurde. 

[0018] Bevorzugt wird fur den beschriebenen Prozess die Verwendung von Ethylenoxid zur Herstellung von Gemj- 
schen linearer einfach alpha- akUvierter-omega-alkoxy-Polyoxyethyleoe bzw. alpha-akdvierbarer-omega-alkoxy-Poly- 
oxyethy lene mit nicht reaktiven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylcnen und die Verwendung eines Monomergemischs 
von Ethylenoxid nrit 0,1-4 Gew.-%, bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol zur Herstellung yon Gemischen verzweigter ein- 
fach alpha-aktivierter-polyomega-hydroxy-Polyoxyethylene oder einfach alpha- akti vi erter-poly -omega- alkox y-Poly- 
oxyethylene mil nicht reaktiven a]pha-<jmega-rx)lyalkyl-Polyoxyethylenen. ErfindungsgemaBe Schutzgruppen R 4 sind 

6 



> 
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leicht entfembare Schutzgruppen fur Hydroxygruppen, AmiDO- oder Aldehydgruppen, die unter alkaliscnen Bedingun- 
gcn stabil sind DemgemaB sind bevoxzugte Inidatormolekule einfach gcschiilzle Di- und Polyhydroxyverbindungen 
(einfach geschiitzic Glykole, einfach geschutztes Pentaerythrol, Glycerin, TKmethylolpropan oder einfach geschutzte 
Zuckeralkohole) Initiatormolelcule gemMB der vorliegenden Erflndung sind demgernaB \ferbindungen der Stiuktmfonnel 
2, 3, 4 und 5, bei denen die R 4 -S auErstoffbindung, nach der Umsetzung nrit Alkyleooxid in Schritt 2 und der Alkyliening 
in Schritt 3 unter saurcn oder hydricrenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten weidcn. 
[0019] ErfindungsgeniaBe Alkohole sind in den Strukturformcl 2, 3, 4, 5 und 6 wiedeigegebcn. 



Stmkturfonnel 2 



R^O-CCHzCHzOdH 



Strukturfannel 3 



R 4 -0-CH2-C(CH20H)3 



Strukturforrael 4 



R 4 -0-CH 2 -CR ll (CH 2 OH) 2 



Strukturforrael 5 



R 4 -Q-CH 2 -{CHOH) Jl -CH 2 OH 



Strukturforrael 6 



Strukturforrael 7 



R 8 Z 

\ 

R 6 -C-R 7 -(XH)8 
/ 



Strukturfoimel 8 



R 8 = d bis C 18 -Alkyl 

R 6 = H oder Q bis C l8 -Alkyl 

R 7 = einc beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mil 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebun- 

dcn sind, X = O oder NR 3 nrit R 3 = H, Aryl oder Ci bis C u -Alkyl 

Z=OoderS 

R 9 = C\ bis Cir Alkenylrest und e = 1 bis 12, 

[0021] Das heiBt in der Formel fUr das erfindungsgemaBe ImtiatormolekOle (R^AXR^pCrDJ ist R 4 gleich zwei R 8 
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HCXJHHCHOH^H^CHOHJgtCHaOH) 

OR 4 

mil R 4 = Benzyl, tert-Butyl, TViphenylmethyl, Methyltriphenyliiiethyl, Diphenylmethyi Trimethoxybenzyl, Di-methoxy- 
benzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofiiranyi, Methoxymethyl, Benzyioxymethyl, t-Butoxymethyl, 2-Methoxyet- 35 
hoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1 -Methyl- 1 -methoxyethyl, 1-Methyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxybenzyl, Irialkylsilyl 
und d = 0 bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R u = Ci-Ce-AlkyL 

[0020] Besonders bevorzugte Imtiatormolekule (R 4 -(AHR l0 )j(XH) c ) sind dariiber hinaus alpha-hydroxy-omega- Alde- 
hyde bzw. Ketone oder alpha-amino-omega-Aldehyde bzw. Ketone sowie EH- und Polyhydroxyaldehyde und Ketone, 
deren jeweilige Aldehyd- oder Kctogruppe durch ein Acetal oder ein Thioacetal geschfltzt sind (R 4 = Acetal- oder Thioa- 40 
cetalgruppe (A) = R 6 -COR 7 -) (siehe Strukturfannel 7, 8). 



45 



50 



55 



60 



65 



7 



DE 101 26 158 A 1 

Gruppen hzw. eine -(CH^-Giuppe und die geschiitzte aktivierte Gruppe (A) ein Aldehyd- bzw. Ketonhydrat R 6 - 
C(OH) r R 7 - oder Thioaldchydhydral R 6 -C(SH)rB 7 -, die als solche naturlich nicht existieren sondern in die korrespon- 
dierenden Aldehyde oder Ketone umlagem und nur in der Form der jeweiligen Acctale bzw. Ketale stabil sind 
[0022] Gegenstand der Erfindung sind auch die gemaB dem oben bescbriebenen Verfahren (Schritt 1 bis 4) hergesteil- 
ten Gemische aus einfach aktivierten Pblyoxyalkylenen und nicht aktivierten unreaktiven alpha- omega- dihydroxy-Pol y- 
oxyalkylenen bcziehungsweise Gemische von aJpha-akUvicxteMmega-alkoxy-Polyoxyalkylencn und unreaktiven al- 
pha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen sowie Gemische aus alpba-hydroxy-oinega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und al- 
pha-oniega-dialkoxy-Pblyoxyalkylenen, die einfach in die genannten Gemische, die nur mono-aktivierte Polyoxyalky- 
lene enthalten iiberfuhrt werden kSnnen. Die nrittlere molare Massen der erfindungsgemaBen Gemische liegt zwischen 
1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwiscben 3000 und 75 OOOg/moL 

[0023] Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% einfach aktivierte 
Polyoxyalkylene bzw. einfach aktivierbare alpha-hydroxyomega-alkoxy-Polyoxyalkyleoe und 04 bis 30Gew.-%, be- 
vorzugt 04 bis 10 Gew-% unreaktive alpha-omega-<halkoxy-PQlyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivierten bzw. diakti- 
vierbaren Verunreinigungen ist kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0024] ^ Bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Fblyoxyetbylenen, die in alpha Stellung als akti vie- 
rende Gruppe erne Aldehyd- oder Ketogruppe enthalten und in omega Stellung eine oder mehrere Hydroxygruppen ent- 
halten mit alphaK>niega^yaroxy.Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 4 aus einem alpha-hy- 
droxy-omega-Aldehyd bzw. Keton oder alpha-amirjo-omega-Aldehyd bzw. Keton sowie aus Di- und Poly-hydroxy-Al- 
dehyden oder Poly-hydroxy-Ketonen, die an der jeweiligen Aldehyd- oder Ketorunktion mit einer Acetal- oder Thioace- 
talgruppe geschutzt sind, als InitiatormolekQl (Strukturformel 7 und 8) und Ethylenoxid oder einem Gemisch aus Glyci- 
dol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomere hergestellt 
werden kdnnen. Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew -% monoalde- 
hyd- bzw. -monoketofunktioneUe Polyoxyalkylene und 04 bis 30 Gcw.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive al- 
ph^omega-dmydroxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivierten bzw diaktivierbaren Verunreinigungen ist kleiner 
1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0£ Gew.-%. 

[0025] Besonders bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stellung 
als aktivierende Gruppe eine Aldehydgruppe enthalten und in omega-Stellung eine oder im Falle von Verzweigungen 
mehrere Alkoxygruppe(n) enthalten rait nicht reakti ven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. im Falle von Ver- 
zwagungen al F Aa-o I r«ga-polyalkoxy-Polyoxyethyleneii, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus einem, an der 
Aldehydfunktion nut einer Acetal- oder Thioacetalgruppe geschutzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder alpha- amino- 
omega-Alkanal bzw. Di- und Polyhydroxyaldehyden und Ketonen (Strukturformel 7 und 8) als Initiatormolekul und 
Ethylenoxid bzw. einem Gemisch aus Glycidol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,WGew.-% bevorzugt 
il ~^ W '^ ClycidoX Monomer hergestellt werden konnen. Die Polyoxyalkylengemische enthalten im allgemei- 
nen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% monoaldehyd- bzw. monoketofunktioneUe Polyoxyalkylene und 
04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive dpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkyiene. Sie sind dadurch 
gekennzeichnet, dass sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% alpha-omega-dialkanaloxyl- oder alpha- 
omega-polyalkanaloxyl-Polyoxyethylene enthalten. 

[0026] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwiscben 1000 und 150 000 e/inol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol. 

[0027] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus alpha-carboxy-omega-alkoxy-Polyoxyethyleneu mit nicht 
reakriven alpha-omega-tf alkoxy- oder alpha-oinega-polyalkoxy-Pblyoxyethyleneii, die gemMB der Abfolge von Schritt 
1, 2, 3, 4 aus einem, an der Aldehydfunktion mit einer Acetalgruppe geschutzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder al- 
pha-ammo-omega-Alkanal bzw. Di- und Poly-hydroxyalkanal (Strukturformel 7 und 8) als Initiatormolekul und Ethy- 
lenoxid bzw. einem Emylenoxid/Glyddol-Gemisch als Monomer, mit abschlieBender Oxidation der in Schritt 4 freige- 
setzten Aldehydgruppe zur Carbonsaure hergestellt werden konnen. Die Gemische sind dadurch gekennzeichnet, dass 
sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% alpha-ornega-dicarboxy-Ptolyoxyethylene enthalten. Die mittlere 
^SS^^ff 1 bcvorzugten Gemische lic S l zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders bevorzugt zwischen 
JUW und 75000 g/mol Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew -% mo- 
nocarboxy-aktivierte Polyoxyalkylene und 04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% nicht reaktive alpha-omeza- 
dialkoxy-Polyoxyalkylene. 

[0028] Die Gemische konnen in bekannter Weise z. B. durch Reaktion der Carboxylgruppe rait N-Hydroxy-Sucdni- 
mid in Gegenwart von Dicyclchexylcarbodiimid weiter zu Gemischen aus alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxy- 
ethylenen umgesetzt werden, die kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% di-aktivierte Polyoxyethylene enthal- 
te n. 

[0029] Gegenstand der Erfindung sind weiter Genriscbe aus 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew -% alpha- 
hydroxy-omega-alkoxy-POlyoxyethylene mit 04 bis 30Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10Gew.-% nicht reaktiven alpha- 
omega-malkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus den einfach geschutzten Di- und Po- 
lyhydroxyverbindungen (Strukturformel 2, 3, 4, 5) als muiatormolekul und Ethylenoxid bzw. einem Gemisch von Ethy- 
lenoxid mit geringen Mengen Glycidol (0,1 bis 4 Gew.-%, Glycidol bevorzugt 0,1-1 Gew.-%) als Monomer hergestellt 
werden konnen. Schritt 4 beinhaltet dabei die Spaltung der ursprflnglichen tf-Sauerstoff-Bindung. Die Gemische sind in 
aUen Fallen dadurch gekennzeichnet, dass sie weniger als 1 Gew.-%, bevorzugt weniger als 0,2 Gew.-% alpha-omega-di- 
hydroxy-Polyoxyethylenebzw. alpha-ornega-polyhydroxy-Polyoxyethylene enthalten. 

[0030] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwiscben 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL Die Gemische konnen in bekannter Weise zu Gemischen aus alpha-aktivier- 
ten-omega-alkoxy-Pblyoxyethylencn und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylcnen bzw. zu Gemischen aus alpha-akti- 
v^erten-r^y-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und al^ia^rnEga-polyalkoxy-PolyoxyethylEnen umgesetzt werden, die 
die genannten medrigen KonzentrationBn an di-aklivierten oder poly-aktivierten Polyoxyethylenen enthalten. Die vorlie- 
gende Erfindung bezieht sich darOber hinaus auf die Verwendung der genannten erfindungsgcinaBen Gemische vob spe- 



8 



DE 101 26 158 A 1 



zifisch einfach alpha- akn^erten-Poryoxyalkylenen mil nicht reaktiven PbJyox yalkylenen, die geniafi Schritt 1 bis 4 und 
gegebenenfalls nachfolgender Aku Werungsrcaktion zuganglich sind, fur die Reakuon mil Proleinen und anderen biolo- 
gisch akuvcn Molekulen. 

[0031] InsbesoDdere bezieht sich die vorliegende Erflndmig auf die \ferwendung der genannten erfindungsgemafien 
Geiniscne aus aipha-alkanaloxy-omega-hydroxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyelhylecen so- 
wie auf die Verwendung der aJpha-aJkanaloxy-omega-alkoxy-Polyoxyetbylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxy- 
ethylenen, die dadurch gekamzdehnet sind, dass die Gcraische keine oder nur minimale alfAa-omega-dialkanaloxy-Po- 
lyoxyethylene enthallen, fur die Reaktion mil Proteinen und anderen biologische aktiven Molekulen. 
[0032] Die Erfindung wir nun anhand von einigen Beispielen naher veideutlicht 

Beispicl 1 

HersteUung eines Gemiscbs aus alpha-<propan-^al-3^xy>omega-butoxy-Polyoxyethylens (molare Masse 4950 g/mol) 

mit alpha-omega-di-bulnxypolyoxyethylen (molare Masse 9500 g/mol) 

[0033] Zu einer Losung von 1,48 g 3,3-Diethoxy-l-propanol in 10 ml THF in einem Druckreaktor bei Rauratempera- 
turweidenunterSnckstorT2,l gDiphenylmethylkaUumgelfistin lOmlTOFgegebenbisdieFa^ungverschwindet An- 
schheBend werden 55 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt Nach der Abreaktion 
^ W^ l ^°o>. dS o WWlen 0>2 g NaOH ™&2&*n und anschlieBend 1-Chlorbutan im Ubcrschuss zugegeben (4 g) und 
oci 40X fur 24 Stunden geriihrt Das Reakuonsgemisch wild in Diethylether gegossen und das unloslicbe Polymeige- 
nusch aus alr^U-tt^ und alphaK)mega-Dibutoxypolyoxy- 

etnylen abflltneit Das Polymer wird in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90X jrfiiti 
AnschlieBend wird das entstandene Ethanol als Ethanol-Wassergemisch unter Vakuum abdestilliert, die Losung mit Na- 
ttxuauge neutrahsiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefallt und filtriert WSssrige Gelchromatographie 
des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyetbylenstamlards zeigt eine Vferteilung nrit einem Hauptpeak bei einer 
mittlereDmolaren Masse von 4950 g/mol uberlagert von einem kleinen Peak bei 9500 g/mol. Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Butyl- zu Aldehydendgruppen von 1,15 zu 1 was einem molaren Ge- 
mischveAaltms von alpha-(propan-l-al-3-oxy)-om^ (nritaere molare Masse 4950 g/mol) zu 

alr^mega^-butoxy-Polyoxyethylen (mitUere molare Masse 9500 g/mol) von 93 zu 7 entspricht Hydrox yendgrup- 
pen sind mcht nachweisbar. Das resultierende Polymergemisch kann fiber die freie Aldehydgruppe direkt an freif pri- 
mal Aimnogruppen (Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwiinschte Vemetzune der Proteine zu 
verursachen. 







• • 





Beispiel2 



(molare Masse 19000 g/mol) 



[0034] Zu ewer Losung von 0,27 g 1 , l-Dimethoxy-cyclohexan-2-ol in 2 ml THF in einem Druckreaktor bei Raumtem- 
peratur werden unter Snckstoff 0.42 g Dipbenytaethylkalium in 2 ml THF gegeben bis die FSrbung versebwindet An- 
schbeBend werden 45 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur Air 48 Stunden geriihrt Nach der Abreaktion 

w mt ° a 6 Na0H EmeUt dkaiiscb V"** und Benzykhlorid im Oberschuss zugegeben (3 g) und 

bet 40 C fur 24 Stunden gerDhrt. Das Reakuonsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unloslicbe Polvmctge- 
misch aus alph^(l,^Dme^xy-2^xy.cyclohexall><)mega-benzyloxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-Dibeniy- 
^Polyoxye%len abflltaert Das Polymer wird in Wasser gel6st mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 
90°C erhitzt AnschheBend wird das entstandene Methanol als Methanol-Wassergemisch unter Vakuum abdestilliert, die 
Losung nut Natronlauge neutrahsiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefallt und filtriert. WSssriee Gel- 
chro^graphie des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethylenstandards zeigt eine Verteilung mil einem 
Hauptpeak bea euier nuttleren molaren Masse von 19000 g/mol flberlagertvongeringen Anteilen hohermolekularerPro- 
dukte. Die Endgruppenuntersuchung mittels 'H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Benzyl zu Ketoendgruppen von 1 4 zu 1 
was unter dex Annahme gleicber mittlerer molarerMassen von 19000 gAnoL einem molaren Genrischverhaltms 'von al- 

P ,^ X> ^.^^ > ^^' lx ^ l0Xy " M y OT y^> ,IeD ^ m alpha-omcga-di-benzyloxypolyoxyethylen 

von 84,4 zu 16,6 entspncht Hydroxyendgruppen sind nicht nachweisbat 

[0035] Das resuldaende Polymergemisch kann tiber die freie Ketogruppe direkt an freie primSre Aimnogruppen (Ly- 
sinreste) von Proteinen gekoppelt werden ohne die unerwOnschte Vfemetzung der Proteine zu verursachen. 

Beispiel3 

Herstellnng eines Gemischs aus alpha-hydroxy-omega-metboxy-Polyoxyalkylens mit alpha-omega-di-methoxy-Poly- 

oxyethylenen (molare Masse 10000 g/mol) 

[0036] Zu oner Losung von 0,272 g 2-Tetrahydopyranyl-oxy-ethanol in 5 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
temper^weiden unter Snckstoff 47 mg Natrium in 5 ml THF gegeben. Nach derReaktion des Natriums zum Alkoho- 
at werden 25 g Etoy enoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt. Nach dex Abreaktion des Ethy- 
lenoxids wird Methylchlond im Oberschuss zugegeben (1 g) und bei Raumtemperatur fur 4 Stunden geruhrt Das Reak- 
honsgetmsch wird in Diethylether gegossen und das unloslicbe Polymergemisch aus alpha-(2^xy-Tetrahydropyranvl)- 
omega-meth^-Polyoxyethylenen und alpha-omega-Dimethoxypolyoxyethyleo abfiltriert. Die Endgruppenuntenu- 
chung mittels H-NMR ergibt ein VerhSUms von Tetrahydropyranyl zu Methylendgruppen von 1 zu 1,15 wasTunter der 
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Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, einem molaren GemischverMItnis von alpha-(2-oxy-1btrahydropyiBDyl-)- 
omega-melboxy-PolyoxyethylenCT zu alpha-omega-<ii-mclhoxypolyoxyethylcn von 93 zu 7 enlspricht. Entscneidend 
ist, dass nach diesem Reaktionsschritt keine Hydroxyendgruppen nachweisbar and. Das Polymer wird zur Abspaltung 
der 3,4-E>ihydro-2H-pyrangruppe in Wasser gelost mil Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhilzt 
AnschlieBend wild das entstandene 3 ADihydro-2H-pyran unter \&kuum abdestiUiert, die L&sung mit Natronlauge neu- 
tralise ert und das Polymcrgcmisch erneut in Dicthylcthcr gefallt und filtricrL In dicsem Rcaktionschriu cntstchcn ein Ge- 
misch aus alr^hydroxyK?mega-methoxy-Polyoxyeihylen und alpba^mega-dimeihoxy-Polyoxyethylen. Wassrige Gel- 
chromatographie des resultierenden Polymergemischs rmt Poiyoxyelhylenstandaids zeigt eine Verteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer nrittleren molaren Masse von 10200 g/mol Das resultierende Mymergemisch wird anschlieBend 
durch Umsetzung nrit 4-Nilrophenylchlorforrniai in ein Gemisch aus alpha-(4-Niirophenylfonniat>akdWerten^mcga- 
methoxy-Pblyoxyethylen und Dimethoxypolyoxyethylen umgeselzt, das zur Kopplung an Proteine eingesetzt werden 
kann. Da vor der Akh'vierung mit hTitrophenylchlorfortraat keine alpha-omega- di-hydroxy-Polyoxyethylene vorbanden 
waren, entstehen keine alpha^mega^akrivierten-Polyoxyetbylene und die Kopplung an Proteine verlauft ohne die un- 
erwunschte Vernetzung der Proteine zu verursachen. 

Beispiel 4 

Herstellung eines Gemischs aus einem verzweigten alpha-{3- methyl- 3-oxy-butaD-l-al)-omega-polybutyloxy-Polyoxy- 

ethyien mit verzweigten alpha-omega-polybutyloxy-Polyoxyethylenen 

[0037] Zu einer Ldsung von 0,3 g 4 ADimetooxy-2-me%l-2-butanol in 10 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
temperatur werden unter Stickstoff 0,41 g Diphenylmethylkalium in 5 ml THF gegeben bis die Farming verschwindet 
[0038] AnschlieBend werden ein Gemisch aus 55 g Ethylenoxid und 0,16 g Glycidol zugegeben und bei Raumlempe- 
ratur fur 48 Stunden gcrflhrt Nach der Abreaktion des Ethylenoxids/Glycidol Gemisch wird 1-Ghlorbutan im Uber- 
schuss zugegeben (2 g) und bei 40°C fiir 24 Stunden geruhit Das Reakuonsgemisch wird in Diethylether gegossen und 
das unldslichePolymeigemisch aus verzweigten alpha-{4,4-Diriietboxy-2-methyl-2 

lyoxyethylenen und alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyethylen abfillriert Das Polymer wird in Wasser gelost nrit Salz- 
saure bis pH 2 angesauert und fur 2 Stunden auf 90°C erhitzt AnschlieBend wird das entstandene Methanol unter \k- 
kuum abdestilliert, die Losung mit Natronlauge neutralisiert und das Folymergetaisch erneut in Diethylether gefallt und 
filtriert Die Endgruppenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Veihaltnis von Butylzu Aidehydendgruppen von 2, 3 
zu 1 was, unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, einem molaren Germschverhaltnis von alpha-(-2-me- 
myl-2-oxy-butan^al)^mega-poly-butoxy-Polyoxyethylenen zu alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyethylen von 91 zu 
9 entspricht Bedingt durch die \ferzweigungen ist eine Molmassenbestimmung iiber Gelpermeationschromatographie 
mit Polyethylenglykolstandards nur schlecht moglich. Entschcidend ist jedoch, dass keine Hydroxyendgruppen nach- 
weisbar sind. 

[0039] Das resuitierende Polymergemisch kann Ober die freie Aldchydgruppe direkt an treie primare Aminogruppen 
(Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwiinschte \femetzung der Proteine zu verursachen. 

Patentanspruche 

1. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-hydroxy- omega- alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0 J bis 10 Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an Dihydroxy-Poiyoxyalkylenen als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

2. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha- aktivierten- omega- alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an di-aktiviertcn Polyoxyalkylene als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist 

3. Gemische aus mindestens 70 Gew-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha- aktivierten-omega-hydroxy-IV>- 
lyoxyalkylenen und 05 bis 30Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% di-hydroxy-Polyoxyalkylenen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylen Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% bevorzugt klei- 
ner als 0,2 Gew.-% ist. 

4. Gemische gemaB Anspruch 1-3, erhaltlich nach einem \ferfahren gemafi Anspruch 13-18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sie aus mitiatonnolekiilen der allgemeinen Fonnel 

R 4 -(AKR l0 5s(XH) e 

mit H = acides Wasserstoffatom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte 
oder akrivierbare Gruppe, X = O oder NR 5 und R = H, Aryl oder Q bis Cir Alkyl, b = 0 bis 7 
und e = 1 bis 12, R 10 eanebeliebige lineare oder verzweigte KoMenwasserstotTkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen 
XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

die mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgruppe (X) aurweisen und gleichzeitig 
eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil 
ist, geschutzt ist, hergestellt werden, 

5. GeTnische gemafi den vorangehenden AnsprQchen, dadurch gekennzeichnet, dass der menrstufige Herstellungs- 
prozess aus folgenden 4 Schrittcn bestehU 

1. Schritt: Oberftlhrung des Mdatormolekflls gemaB Anspruch 4 R*-(A)-((R l( VXH) e ) in das entsprechende Initia- 
toranion R 4 -(A)-(R l0 )pr (fur e = 1) bzw. in das Iniualoipolyanion R 4 -(A>(R 1 ^ j (X w ) c (fur e > 1) 

2. Schritt: Anionische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkyleooxiden nrit dem Imtiato- 
ranion als StartmolekUl zu einem alpha-geschUtzten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen. 
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3. Schritt Veretherung der im Schritt 2 entstehenden omega-Hydioxygruppen des alpha-geschiitzteD-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen mit eincm Alkylienmgsreagens. " 

4. Schritt; Abspalrung der Schutzgruppe (R*)des alpha-geschutzten-omcga-alkoxy-Polyoxyalkyleos bzw. des al- 
pha- gescbutzteo-onrcga-poly-alk^^ zur Freisetzung der aktivierten Gruppe oder aktivierbaren 
Gmppe (A) des urspriinglichen Imtiatoanolekuls. 

6. Gemische gemaB den AnsprOcben 2 bis 5 dadurcb gekennzeichnet, dass sie durch ednen mebrstufigen Prozess 
aus Hydroxy- oder Aminoacetalen oder Hydroxy- oder AniinothioaceialeD gemaB folgeodcr allgemeiner Formel als 
Initiatormolekul hergestellt werden. 



R*Z 
\ 

R 6 
/ 

R 8 Z 



R 4 -0-CH 2 -CR 11 (CH a OH) 2 R 4 -O-CH r -(CH0H) a -CH 2 0H 



HOCHHCHOH)^CH^CHOH) 8 (CH20H) 

OR 4 
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Z 

7 -* XH >« <R*) R^C-R 7 -(XH)e 

Z 15 



R B = d bis C 18 -Alkyl 

R 6 = H oder Ci bis Cis-Alkyl 

R 7 = eke beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ee- 
bunden sind, X = O oder NR 3 mit R 3 a H, Aryl oder d bis C 12 -Alkyl 20 
Z = O oder S, R 9 == Ci bis C l2 -Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

7. Gemische nach Anspruch 2-o\ dadurch gekennzeichnet dass die aktivierte Gruppe eine Aldehyd- oder Keto- 
gruppe ist. 

8. Gemische gemaB den Anspriichen 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene Initiatormolekul eine 
einfach geschutzte Di- oder Polyhydroxyverbindung darsteUt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingungen 25 
stabil ist, jedech unter sauren oder hydrierenden Reaktiombedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden kann. 

9. Gemische gemSfi den Anspruchen 1 bis 5 und Anspruch 7 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene 
Initiatormolekul eine der folgenden allgemeinen Strukturformeln aufweist, 

R*-0- (CH 2 CH 2 0)dH tf-O-CHr^CHjOH), 



30 



35 



40 



mit R = Benzyl, terL-Butyt Triphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl Trimethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyl, Methoxymethyt Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
Metboxyethoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-Methyl-l-niethoxyethyl, 1-Methyl-l -benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 45 
zyl, unalkylsilyl ' 

und d ^ 0 ibis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R u = d-Qs-Alkyl. 

10. Gemische gema* den vorangegangenen Anspruchen, dadurcb gekennzeichnet, dass das Polyoxyalkylen Polv- 
oxyethylen ist 

11. Gemische gemMB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkylen- 50 
oxiden in Schritt 2 des mehrstufigen Prozesses ein Gemisch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 

0. 1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

12. Gemische gemMB den vorangegangenen Anspriichen, dadurch gekennzeichnet dass die nrittlere molare Masse 
^rnndungsgemSBen Gemische zwischen 1000 und 150 000 g/rnot bevoizugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol 

1 3. Verfahren zur Herstellung der Gemische aus Anspruch 1-13, durch einen mehrstufigen Herstellungsprozess der 
aus folgenden 4 Schritten besteht: 

1. Schritt: tJberfuhrung des Initiatormolekfils gemaB Anspruch 4 oder 9 in das entsprechende Imtiatorankm gemaB 
folgender Reaktionsgleichung 



55 



Base 

H-Base 

R^AJ^R 10 )^-). (fure>1) 



Base 

^-(AHR^^H). , ; » R 4 -(AHR 10 )j(Xl (flire=1) 



2. Schritt: Anionische Polymerisatioo eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden mit dem Initiato- 
ramon als Startmolekul zu einem alpha-geschutzten-omega-hydioxy-Pblyoxyalkylen bzw. zu einem alpha-ge- 
schfltzten-<OTega-polyhydroxy-Polyoxyalkylen gemaB folgenden Reaktionsgleichungen: 



65 
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1 .Polymerisation 
2. Neutralisation (*H*) 

R*-<AMR 10 )i(X")e + nCHr-CHR 1 ► 

\ / 
O 



R 4 ^AHR 1 fyCCH 2 CHR 1 (OCH 2 CHRViOrr (fur e=1 ) 

R^AJ^R^jtXJCHjCHR^^OCHiCHR^^yeOHJe (fur e>1 ) 



1 Polymerisation 

2. Neutralisation (+H*) 

R*-(AHR 10 )pr + nCHj-CHR 1 + CHr-CHCH 2 OH ► 

\ / \ / 

O O 

RMAWR 1 V-<CH 2 CHR 1 0) p CH 2 CH(OCH2CHR 1 ) rHrH) OH 

I 

CH2(OCH 2 CHR 1 ) m OH 

mit R 4 = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder aktivierbare Gruppe, X = O 
oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder Q bis Q XT Alkyl, n = 5 bis 2000, R l = C\ bis Cir-Alkyl oder H und m, p ganze Zab- 
Ibd zwischen 0 und 2000 wobei gilt m + p < n, e = 1 bis 12, R 10 eine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwas- 
serstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

3. Schritt: Veretherung der im Schritt 2 entstehenden omega-Hydroxygruppe des alpha-geschatzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen bzw. des entsprechenden Alkoholatanions mit einem Alkytierungsreagens gemMB folgender 
Reaktionsgleichung 



1, +Bdse 

2. +R*Y i-r 



R 4 -(AHR 10 hXCH 2 CHR 1 (OCH 2 CHR 1 ) IW1 Oir 



R^AJ.fR^pcCHaCHR^OCH^HR^n.iOR 5 <fure=1) 

bzw. 

1+Base 

2. + eRV / -«r 

RMAIKR^WXtCHiCHR^^OCH.CHR^^.i^OH), ► 

RNA)-(R 10 )j(X{CH 2 CHR 1 )i/e(OCH2CHR 1 )( l> . l yeOR 5 )o (filr e>1) 

mit R 5 = Ci bis CirAlkyl und Y = Halogen oder SO4-R 5 
n, e, A, R 4 , X, R 1 , R 10 haben die Bedeutum »en wie obea. 

4. Schritt; Abspaltung der Schutzgruppe CIO des alpha-geschOmen-omega-alkoxy-Polyoxyalkylcn zur Freisetzung 
der aktivierten oder aktivicrbaren Gruppe (A) des ursprimgHchen MUatonnolekuls. 

14. Vsrfabren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass das Alkylenoxid Ethylenoxid ist 

15. Verfahren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkylenoxiden ein Ge- 
misch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Iniuatormolekiil ein Hydroxy- oder 
Aminoacetal oder ein Hydroxy- oder Aminotm'oacetal gem£fi einer der folgenden allgemeineo Formeln ist 
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R 8 Z 

\ 

R 6 -C~R 7 -<XH) e 
/ 



R B = Ci bis CirAlkyl 
R 6 = H Oder C x bis C l5 -Alkyl 
R 7 = cine bclicbige tineare oder verzweigtc Kohlenwasserstoffkette rail 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Restc ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 nritR 3 = H, Aryl oder Ci bis Cn-Alkyl 
Z=OoderS 

R 9 = Ci bis C12- Alkenylrest 
und c = 1 bis 12. 

17. Ycrfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene InitiatormolekOl cine 
einfach gescfaiitzle Di- oder Bolyhydroxyveibindungen daistellt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingun- 
gen stabil ist, unter sauren oder bydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden kann. 

18. Yerfahrcn nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das InitiatormolekQl cine der folgcnden allgcmei- 
ncn Strukturfcrmeln aufweist. 

R 4 -0- (CH2CH 2 0) d H R 4 -0-CHr-C(CH 2 OH)3 



R 4 -0-CH2-CR 11 (CH20H) 2 R 4 -O-CH2-(CHOH)a-CH20H 



HOCHHCHOH)rCH-(CHOH) g (CH20H) 

OR 4 

mit R 4 = Benzyl, tert-Butyl, Triphenylmethyl, Methyltripbenylrnethyl, Diphcnylmelhyl THmethoxybenzyl, Di-mc- 
thoxybenzyl, 2-Tctrahydopyranyl, 2-Tetrahydroluranyl, MethoxymethyC Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
Methoxyethoxymethyl, 1-Ethoxy ethyl, 1-Methyl-l-niethoxyelhyl, 1-Methyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 
zyl, TKalkyisiryl 

undd = 0bis6,a = 0bis 8,f=0bis4,g = 0bis4undR u = CrQ-Alkyl. 

19. Gcmische aus einfach aktivierten oder einfach aktivierbaren Polyoxyalkylenen mit nicht aktivicrtcn und nicht 
aktivierbaren Polyoxyalkylenen gemaB Anspruch 1 bis 12, erhaltlich nach dem \ferfahren der Ansprflche 13 bis 18. 

20. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierte Polyoxyalkylenen enthalten gemaB Anspruch 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
10, 11, 12 und 19 zur chemischen Xopplung und Modifizicrung von Protcinen und biologisch aktiven Molekulen. 

21. Verwendung der Gcmische, die einfach aktivierbare Polyoxyalkylene enthalten gemaB Anspruch 1, 4, 5, 8, 9, 
10, 11, 12 und 19 zur Herstellung von Getnischen aus spezifisch einfach aktivierten Polyoxyalkylenen die zur che- 
mischen Kopplung und Modifizicrung von Proteinen und anderen biologisch aktiven Molekulen eingesetzt werden 
konncn. 
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